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RESUMEN 
Predicción molecular de los triglicéridos de la grasa 
láctea de oveja por cromatografía líquida de alta eficacia 
en fase inversa. 
El análisis por cromatografía líquida de alta eficacia de los 
triglicéridos de la leche de oveja obtuvo 115 picos individuales. Los 
triglicéridos componentes de los picos cromatográficos fueron 
estimados mediante ecuaciones matemáticas que relacionaban el log 
k' de los picos cromatográficos con las variables moleculares, número 
equivalente de carbonos (NEC) de los posibles triglicéridos, y longitud 
de cadena (LC) y número de dobles enlaces (DE) de cada uno de los 
ácidos grasos del triglicérido. Para la estimación de la composición 
triglicérica de la grasa láctea se consideraron solamente los 12 ácidos 
grasos mayoritarios obtenidos en el análisis por cromatografía de 
gases de la fracción triglicérica total. 
Los triglicéridos que presentaron altos porcentajes según el 
cálculo de la composición al azar fueron considerados los principales 
componentes moleculares cuando en un pico cromatográfico se 
predecía más de un triglicérido. Los triglicéridos estimados más 
abundantes en la grasa láctea de oveja fueron C4:o-Ci6:o-Ci6:o, 
C6:0-Ci4:0-Ci6:0, C4:0"Ci4:0-Ci6:0, C4:0-Ci6:0-Ci8:1 y C6:0"Ci4:0-Ci8:1. 
PALABRAS-CLAVE: Cromatografía líquida de alta eficacia -
Leche de oveja - Predicción molecular - Triglicérido. 
SUMMARY 
Molecular prediction of the triglycerides of sheep milk fat 
by reverse-phase high-performance liquid chromatography. 
115 individual peaks were obtained by high-performance liquid 
chromatography of the sheep milk fat. Triglyceride components of 
the chromatographic peaks were predicted by means of 
mathematical equations relationing the log k' of the chromatographic 
peaks to the molecular variables, equivalent carbon number (ECN) 
of the possible triglycerides, and chain length (CL) and number of 
double bounds (DB) of each of the fatty acids of the triglyceride. The 
12 main fatty acids obtained by gas chromatography of the total 
triglyceride fraction were used to estimate the triglyceride 
composition of the sheep milk fat. 
The triglycerides presenting high random percentages were 
considered the principal molecular species when more than one 
triglyceride were predicted in a chromatographic peak. The main 
estimated triglycerides of the sheep milk fat were C4:o-Ci6:o-Ci6:o, 
C6:0"Ci4:0"Ci6:0, C4:0"Ci4:0"Ci6:0i C4:0-Ci6:0"0i8:1 a n d C6:0-Ci4:0"Ci8:1. 
KEY-WORDS: High-performance liquid chromatography -
Molecular prediction - Sheep milk - Triglyceride. 
1. INTRODUCCIÓN 
La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLO) 
en fase inversa no acuosa ha sido uno de los méto-
dos más utilizados para la separación de mezclas de 
triglicéridos de grasas naturales. Sin embargo, la 
identificación molecular continúa siendo una de las 
principales limitaciones del análisis cromatográfico 
de los triglicéridos debido, por una parte, a la esca-
sez de sustancias puras comerciales para un amplio 
número de triglicéridos mixtos, y por otra, a la falta 
de resolución de pares críticos de triglicéridos con 
características moleculares muy similares. Así pues, 
distintos investigadores han trabajado en el desarro-
llo de sistemáticas de predicción molecular de los trigli-
céridos de grasas naturales. Todas estas sistemáticas 
se han basado en la búsqueda de relaciones linea-
les entre parámetros de retención y/o selectividad 
cromatográficos y variables moleculares específicas 
para caracterizar a los triglicéridos (Wada et al., 
1977; Hersióf et al., 1979; Takahashi et al., 1984, 
1985; Barron y Santa-María, 1989). 
Wada et al., (1977) fueron los primeros investiga-
dores en establecer una relación lineal entre los fac-
tores de capacidad (k'; k' = tr-to/tr, donde tr es el 
tiempo de retención en la fase estacionaria, y to el 
tiempo muerto) de los picos cromatográficos y el de-
nominado número de partición (NP), definido por 
ellos como NP = NC - 2ND, donde NC es el número 
total de carbonos y ND el número total de dobles en-
laces presentes en los ácidos grasos del triglicérido. 
A partir de estos primeros estudios, Hersióf et al., 
(1979) estimaron de forma teórica el número equiva-
lente de carbonos (NEC; NEC = NC - aND) de trigli-
céridos insaturados, conociendo su tiempo de 
retención relativo (tr'; tr' = tr-to), a partir de una rela-
ción lineal experimental entre los tr' y el NC de trigli-
céridos saturados. El NEC tiene un significado 
análogo al NP aunque la constante a depende de 
cada sistema cromatográfico (Barron y Santa-María, 
1989). Ambas variables se utilizan habitualmente 
para caracterizar a los triglicéridos, aunque el NEC 
permite diferenciar triglicéridos con el mismo NP. 
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Profundizando en el significado del NEC, otros in-
vestigadores han indicado que el comportamiento 
cromatográfico de los trigliceridos en fase inversa 
depende no sólo del NC y ND sino también del nú-
mero de ácidos insaturados (NAI) de la molécula, ya 
que trigliceridos con igual valor de NEC eluyen en or-
den creciente de número de ácidos saturados cons-
tituyentes (Hierro et al., 1992; Nájera et al., 1998). 
Otros investigadores han propuesto otras varia-
bles análogas al NP y NEC para caracterizar mole-
cularmente a los trigliceridos, como son el número 
teórico de carbonos (NTC) o la longitud equivalente 
de cadena (LEC), estableciendo relaciones lineales 
entre estas variables moleculares y los factores de 
capacidad (k') y/o selectividad (a), y estimando con 
un escaso margen de error la composición triglicéri-
ca de diversas grasas naturales (El-Hamdy y Per-
kins, 1981; Goiffon et al., 1981; Perrin y Naudet, 
1983; Marini y Balestrieri, 1989; Dotson et al., 1992). 
La predicción de los trigliceridos de una grasa na-
tural, a partir del NEC, se complica enormemente 
cuando el número de ácidos grasos componentes 
de los trigliceridos es elevado, por ejemplo más de 7 
ácidos grasos, ya que el número de moléculas posi-
bles, aún considerando las posiciones sn-estereoes-
pecíficas equivalentes, es muy alto (Barron et al., 
1990). En este sentido, y como una segunda fase de 
la sistemática de predicción a partir del NEC, varios 
autores han propuesto la aplicación de las ecuacio-
nes matemáticas desarrolladas porTakahashi et al., 
(1984, 1985). Estos investigadores desarrollaron un 
modelo matricial con seis variables moleculares, co-
rrespondientes a la longitud de cadena (LC) y al nú-
mero de dobles enlaces (DE) de cada uno de los tres 
ácidos grasos que esterifican al glicerol, consideran-
do equivalentes las posiciones sn-estereoespecífi-
cas. Esta consideración es evidente si se tiene en 
cuenta que los actuales métodos de análisis por cro-
matografía líquida de alta eficacia en fase inversa no 
permiten la separación de estereoisómeros. El mo-
delo matricial establece una relación lineal múltiple 
entre el logaritmo del factor de capacidad (k') de los 
trigliceridos, y las variables independientes LC y DE. 
Así pues, varios autores han predicho la composi-
ción triglicéhca de distintos tipos de grasas naturales 
a partir de la composición en ácidos grasos totales 
de la grasa, del cálculo del NEC y del modelo matri-
cial anteriormente señalado (Takahashi et al., 1986; 
Barron et al., 1988; Hierro et al., 1992; Nájera et al., 
1998). 
A la vista de los estudios anteriormente señala-
dos, puede indicarse que la predicción teórica de los 
trigliceridos de una grasa analizados por cromato-
grafía líquida de alta eficacia en fase inversa propor-
ciona una información muy útil para la identificación 
analítica de los mismos, en particular cuando se tra-
ta de una mezcla compleja. Esta predicción propone 
un número de trigliceridos posibles para cada pico 
cromatográfico, mayor o menor según la compleji-
dad de la grasa y el error debido a las ecuaciones 
matemáticas utilizadas. 
La composición triglicérica de la grasa láctea pre-
senta una enorme complejidad, ya que se han des-
crito más de 64 ácidos grasos, y si se consideraran 
solamente aquellos ácidos grasos presentes en la 
grasa láctea en proporciones superiores al 1%, se-
rían más de 1300 los trigliceridos posibles (Walstra y 
Jenness, 1987). Uno de los primeros trabajos sobre 
la composición molecular de los trigliceridos de la le-
che fue el realizado por Nutter y Privett (1967), en el 
cual describieron, en el suero de la leche, 168 molé-
culas que presentaban de forma característica en su 
composición ácidos grasos de cadena corta. Poste-
riormente, varios autores han conseguido identificar 
un número amplio de trigliceridos en la grasa láctea 
de distintas especies animales. Así Barron et al., 
(1990) identificaron un total de 116 trigliceridos indi-
viduales en la grasa láctea de vaca, oveja y cabra; 
Gresti et al., (1993) 404 en la grasa láctea de vaca; 
Spanos et al., (1995) más de 200 en la leche de 
vaca; y finalmente Ruiz-Sala et al., (1996) identifica-
ron 181 trigliceridos en la grasa de leche de vaca, 
oveja y cabra. En todos los trabajos anteriores se 
encontró que trigliceridos que presentaban en su 
composición ácido butírico constituían uno de los 
grupos más abundantes de la grasa láctea. 
El objetivo de este trabajo es determinar median-
te la aplicación de ecuaciones matemáticas de pre-
dicción la composición molecular de los trigliceridos 
de la grasa láctea de oveja, analizados por cromato-
grafía líquida de alta eficacia en fase inversa. 
2. PARTE EXPERIMENTAL 
Análisis Físico-Químicos 
La extracción de la grasa de la leche de oveja 
para el análisis de los trigliceridos se hizo según la 
Norma de la Federación Internacional de Lechería 
(1965), utilizando n-pentano (PANREAC) como di-
solvente de extracción. Seguidamente, se eliminó el 
disolvente a vacío a una temperatura de 35 °C, reali-
zándose disoluciones en n-hexano (MERCK) de 
concentración 30 mg/mL. 
Los trigliceridos fueron analizados por cromato-
grafía líquida de alta eficacia según el método pro-
puesto por Nájera et al., (1998), utilizando un equipo 
cromatográfico compuesto por dos bombas modelos 
422M y 422S (KONTRON), inyector modelo 7161 
(RHEODYNE), y detector de difusión de luz modelo 
Sedex 45 (SEDERE). Se utilizaron 2 columnas (20 
cm X 4.6 mm) en serie Nucleosil 120 C-18 (MA-
CHERY NAGEL) de 3 JLI de tamaño de partícula, y 
gradiente de elución de acetona (SCHARLAU, cali-
dad HPLC) en acetonithlo (SCHARLAU, calidad 
HPLC) desde O al 35% en 50 minutos, isocrático du-
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rante 20 minutos, gradiente hasta el 80% en 75 mi-
nutos e isocrático final durante 10 minutos. La tem-
peratura de la columna fue de 30 °C controlada 
mediante un baño termostatizado de agua modelo 
Precisterm (SELECTA). Se inyectaron 10 jil de los 
extractos de grasa. 
El análisis de los ácidos grasos de la fracción tri-
glicérica total de la grasa láctea se llevó a cabo previa 
derivatización en los esteres metílicos correspondien-
tes mediante saponificación con potasa metanolica 
(PANREAC) (Utrilla et al., 1976), utilizando un cro-
matógrafo de gases modelo Autosystem (PERKIN-
ELMER) equipado con un detector de ionización de 
llama (FID), y una columna capilar de tubo de sílice 
fundida (CHROMPACK) de 25 m de longitud y 0.33 
mm de diámetro interno, con fase estacionaria quí-
micamente ligada FFAP CB de 0.3 ¡x de espesor de 
fase, según describe Nájera et al., (1998). Los áci-
dos grasos fueron cuantificados según porcentaje de 
área medio del análisis por triplicado. 
Sistemática de predicción 
La composición de todos los posibles triglicéridos 
de la grasa de la leche de oveja se determinó conside-
rando los 12 ácidos grasos mayoritahos presentes en 
la fracción triglicérica total, efectuando todas las combi-
naciones posibles de los ácidos grasos tomados de 
tres en tres, y considerando equivalentes las tres posi-
ciones de esterificación en la molécula del glicerol. 
Para el cálculo del número equivalente de carbo-
nos (NEC) de los triglicéridos se utilizó la expresión 
NEC = NC - 2.0ND - 0.2NAI donde NC es el número 
total de carbonos y ND el número total de dobles en-
laces de los ácidos grasos constituyentes, y NAI el 
número de ácidos grasos insaturados en la molécula 
(Nájera ef a/., 1998). 
Debido a que el análisis por cromatografía líquida de 
alta eficacia de los triglicéridos de la grasa de la leche de 
oveja se llevó a cabo en el mismo laboratorio, equipo y 
similares condiciones de análisis que el realizado por 
Nájera et al., (1998), las ecuaciones matemáticas utiliza-
das para la predicción de los triglicéridos fueron las ex-
perimentalmente obtenidas en dicho trabajo. 
Así pues, la sistemática de predicción consistió 
en primer lugar en estimar el NEC de los picos obte-
nidos en el análisis cromatográfico de la muestra de 
grasa mediante la ecuación que relacionaba el NEC 
y el log k'. En segundo lugar, se realizó una nueva 
estimación mediante las ecuaciones matemáticas 
que relacionaban la LC y DE, de los tres ácidos gra-
sos presentes en los triglicéridos posibles según su 
valor de NEC, con el log k'. 
Finalmente, se utilizó el cálculo de la composición 
al azar para establecer la mayor probabilidad de la 
presencia de los triglicéridos en cada pico cromato-
gráfico cuando se predecía más de una molécula. 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Los 12 ácidos grasos mayoritarios obtenidos en el 
análisis por cromatografía de gases correspondiente a 
la fracción triglicérica total de la leche de oveja fueron 
Cl6:0 (22.91%), Cl8-1 (17.34%), Cl4:0 (10.48%), ClO:0 
(9.57%), Cl8:0 (9.25%), Ci20 (4.82%), C8:0 (3.47%), C6:0 
(3.34%), C4:o (3.31%), Ci8:2 (2.32%), Ci5:o (1.22%) y 
Ci8:3 (1.11%). Así, el número total de posibles triglicéri-
dos de la grasa láctea, obtenidos como resultado de 
las combinaciones de dichos 12 ácidos grasos toma-
dos de 3 en 3, y considerando las posiciones sn-este-
reoespecíficas equivalentes, fue de 364. 
En la Tabla I se recogen los resultados finales de 
la aplicación de la sistemática de predicción de los 
triglicéridos de la grasa láctea de oveja para cada 
uno de los picos cromatográficos diferenciados en la 
Figura 1. Como puede observarse, el número de tri-
glicéridos estimados para cada pico cromatográfico 
osciló entre 8, para los picos 50, 51 y 52, y un sólo 
triglicérido para 22 de los picos obtenidos. Por otra par-
te, en 13 de los picos cromatográficos no se estimó 
ningún triglicérido formado con los ácidos grasos con-
siderados en la predicción. Debe señalarse que en la 
mayoría de los picos cromatográficos, considerados 
individualmente, se estimaron triglicéridos con un mis-
mo valor de NEC, excepto para 14 de los picos, lo que 
puso de manifiesto, por una parte, la gran complejidad 
de la grasa láctea y por otra, la gran dificultad para se-
parar moléculas con igual valor de NEC. 
ó 80 100 1¿( :0 140 156 
Figura 1 
Análisis de los triglicéridos de la grasa láctea de oveja obtenido 
por cromatografía líquida de alta eficacia en fase inversa 
no acuosa 
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Además, si en la sistemática de predicción se in-
cluían otros ácidos grasos minoritarios, como Ci6:i, 
Ci7:o, Ci4:i Y Ci3:o, ©ra posIble predecir distintos tipos de 
triglicéridos para algunos de los picos cromatográficos 
en los que la predicción a partir de los ácidos grasos 
mayoritarios no proporcionó ningún resultado. 
En los casos en los que la sistemática de predicción 
asignó más de un triglicérido para un sólo pico croma-
tográfico se utilizó el cálculo de la composición al azar 
como indicativo de la mayor o menor probabilidad de la 
presencia de los triglicéridos en el pico cromatográfico. 
Así, aunque han sido descritas diferencias significati-
vas entre la composición cuantitativa experimental y la 
composición teórica al azar para los triglicéridos de 
grasas naturales (Bugaut y Bezard, 1979; Gresti et al., 
1993), esta última puede proporcionar, desde un punto 
de vista cualitativo, una información muy útil para com-
pletar la predicción molecular de los triglicéridos. No 
obstante, puede observarse también que un número 
importante de triglicéridos fueron estimados en distin-
tos picos cromatográficos con el mismo valor de 
NEC asignado, debido a la imposibilidad de conocer 
a priori el orden de elución de determinados triglicé-
ridos con igual valor de NEC, por ejemplo, triglicéridos 
trisaturados, o triglicéridos mono o poliinsaturados con 
el mismo número de ácidos grasos insaturados. Este 
hecho puso de manifiesto una de las limitaciones im-
portantes de la sistemática de predicción en el caso de 
grasas complejas constituidas por un alto número de 
ácidos grasos. 
Teniendo en cuenta los resultados de la predic-
ción y el porcentaje de área obtenido para cada uno 
de los picos cromatográficos (Tabla I), pueden esti-
marse como triglicéridos principales de la grasa lác-
tea de oveja C4:0"Cl6:0'Cl6:0, C6:0"Cl4:0"Cl6:0, C4:0'Ci4:0"Cl6:0j 
C4:o-Ci6:o-Ci8:i y C6:o-Ci4:o-Ci8:i. Estos tr¡glicéridos eS" 
taban constituidos por los tres ácidos grasos mayori-
tarios obtenidos en el análisis de la fracción 
triglicérica total Ci6:o, Ci8:i y Ci4:o, combinados con 
los ácidos grasos de cadena corta C4:o y CBÍO-
Tabla I 
Resultados de la aplicación de la sistemática de predicción para los triglicéridos (TG) de la grasa láctea 























































































































































































































< 0.01 1] 
Numeración de picos como en la Figura 1. 
NEC = Número equivalente de carbonos. 
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%Area ^^^ "^ ^ 
calculado estimados 





















0.156 36.950 06:0-015:0-018:1 
08:0-015:0-018:2 
0.226 37.301 06:0-015:0-016:0 
010:0-012:0-015:0 
08:0-014:0-015:0 
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Estos resultados estaban en concordancia con la 
composición triglicerica de la grasa láctea descrita 
por otros autores. Barron et al., (1990) obtuvieron 
como triglicéridos mayoritarios de las grasas lácteas 
de vaca, oveja y cabra, Ci4:o-Ci8:rCi8:i, C4:o-Ci4:o-Ci8:i 
y C4:o-Ci8:o-Ci6:o- Grostl eí a/., (1993) identificaron 
como triglicéridos mayoritarios C4:o-Ci6:o-Ci8:i, C4:o-
Ci6:0-Cl6:0 V C4:0-Ci4:0-Ci6:0. SpanOS Qt BI., (1995), 
además de las tres moléculas anteriores, identifica-
ron Ci6:o-Ci6:o-Ci8:i como otro do los triglicéridos princi-
pales en la grasa láctea de vaca, y más recientemente 
Ruiz-Sala et al., (1996) obtuvieron como triglicéridos 
mayoritarios en la leche de oveja, vaca y cabra Csio-
Ci4:0-Ci6:0, Ci0:0-Ci0:0-Cl6:0, C4:0-Ci6:0-Cl6:0 y C4:0-Cl4:0-
Ci8:o. La variabilidad a la que está sujeta la 
composición de la grasa láctea (especie animal, ali-
mentación, época de lactación, etc..) explicaría las pe-
queñas diferencias encontradas entre los resultados 
obtenidos en este trabajo y los descritos por otros au-
tores (Palmquist et ai, 1993; Beaulieu y Palmquist, 
1995; Bencini y Pulina, 1997; Pellegrini et al., 1997). 
4. CONCLUSIONES 
Como conclusión, los resultados obtenidos per-
miten señalar la utilidad de la sistemática de predic-
ción para la determinación de la composición 
triglicerica de la grasa láctea. 
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